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RESUMO -Dentre as diversas substancias formadas durante o processo fermentativo de
industrias de bebidas, uma substancia de particular interesse é o diacetil, que pode
conferir & bebida um sabor desagradavel, quando se encontra em concentragdo acima de
0.5 ppm. O processo de remoc¢ao desse composto pela sua conversdo em acetoina pode ser
catalisado pela enzima alfa-acetolactato descarboxilase (ALDC). No presente estudo, a
enzima ALDC foi obtida pela fermentacdo utilizando Bacillus subtilis, que a produz de
forma intracelular. O trabalho teve como objetivo avaliar e eficiéncia de etapas de pré-
purificacdo atraves da precipitacdo com o sal sulfato de amoénio em trés faixas percentuais
diferentes (0 - 30%, 30% - 60% e 60% - 90%) seguidas de dialise. O precipitado oriundo
da porcentagem 60% - 90% foi 0 que proporcionou maiores valores de atividade catalitica
e atividade especifica, 48,3 U/mL e 251,7 U/ mg de proteina, respectivamente.

1. INTRODUCAO
1.1. Producéo de bebidas

Durante o processo de producdo de cerveja, 0S micro-organismos responsaveis pelo processo
fermentativo, leveduras do género Saccharomyces, produzem de forma extracelular o a-acetolactato
como metabolito essencial para o crescimento celular (BONCIU e STOICESCU, 2007). Essa
substancia pode sofrer oxidacao, atraves de um processo lento, ndo enzimatico, mas dependente da
temperatura, que causara uma descarboxilacdo, resultando em um composto carbonilico, o diacetil.
Este, por sua vez, sofrerd catélise, durante a etapa de maturagdo, de enzimas redutases presentes na
levedura e sera convertido a acetoina (YUNRUI e JIYUAN, 1997).

O composto diacetil, dependendo da concentracdo em que esta presente pode conferir a bebida
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um sabor “amanteigado” desagradavel. A formacdo desse composto durante o processo fermentativo
é desvantajosa, porque mesmo apos a acao de redutases na etapa de maturacdo da bebida, se houver
ainda a presenca de diacetil, mesmo em concentracfes baixas (0,10 - 0,15 mg/ litro de bebida) o seu
sabor pode ser perceptivel (OLSEN e AUNSTRUP, 1986).

Durante a etapa de maturacdo, a bebida deve alcancar niveis aceitaveis de diacetil para poder
prosseguir para a etapa de filtracdo. A remocdo de diacetil é, portanto, uma etapa limitante no
processo de producdo de bebidas podendo, assim, reduzir o tempo de maturacdo e, portanto, o tempo
total de producéo (BONCIU e STOICESCU, 2007).

Para contornar o problema da presenca de diacetil (até certos niveis de concentracdo) ao final da
producédo da bebida, pode-se diminuir a formagéo de a-acetolactato ou acelerar a reducdo do diacetil a
acetoina (YUNRUI e JIYUAN, 1997). Uma maneira alternativa de reduzir a presenca do diacetil, é a
utilizando a enzima microbiana a-acetolactato descarboxilase (ALDC) que converte o a-acetolactato
diretamente em acetoina, ndo formando ou reduzindo a formacdo do diacetil (BONCIU e
STOICESCU, 2007).

1.2. Producéo da enzima ALDC

A enzima a-acetolactato descarboxilase tem como substrato principal o a-acetolactato e catalisa
a reacdao de descarboxilacdo desse composto para a formacdo de acetoina através de uma reducdo
oxidativa.

A ALDC pode ser produzida por fermentagdo utilizando varios micro-organismos. Essa enzima
pode ser encontrada em diversas bactérias, como Lactococcus lactis (GOUPIL-FEUILLERAT. et al.,
2000), Bacillus licheniformis (QIN et al., 2000) e Bacillus subtilis (GUO, et al.,, 2001). As
provenientes do género Bacillus sdo as que mais se adequam a utilizacdo nas industrias produtoras de
bebidas (OLSEN e AUNSTRUP, 1986).

O presente trabalho avaliou a producéo da enzima ALDC por Bacillus subtilis por fermentacao
submersa. A enzima produzida por esse micro-organismo € intracelular. Além de produzida e extraida
da célula ap6s a quebra da parede celular, a enzima deve ser, também, purificada.

1.3. Etapas de pré-purificacéo do extrato enzimatico

Apbs a quebra da parede celular e separacdo de todas as particulas insoldveis do meio
fermentativo, e enzima produzida permanece solubilizada em seu extrato, juntamente com diversas
outras substancias. Alguns dos metodos de se concentrar a proteina de interesse no extrato sao a
precipitacdo e a didlise.

Precipitacdo: Essa técnica baseia-se na diferenca de solubilidade das diferentes proteinas
produzidas pelo micro-organismo em estudo, a qual depende de interacdes da proteina com o solvente
(Agua) e com os sais presentes em solucdo. A adicdo de sais inorganicos neutros promove uma
precipitacdo seletiva de proteinas presentes no extrato. O sulfato de aménio, ((NH4),SO,), € um sal de
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elevada aplicacdo em precipitacdo de enzimas devido ao seu baixo custo e facil obtencédo, atuando,
por vezes, como estabilizante no processo de estocagem e armazenamento de enzimas comerciais
(BIOSE-UFRJ).

Dialise: A separacdo por didlise baseia-se na diferenca de tamanho das diversas particulas
sollveis presentes no extrato. Uma membrana semipermeavel ¢ utilizada a fim de reter as proteinas
(macromoléculas), permitindo a passagem de moléculas menores como 0s sais presentes no meio
fermentativo e também os que foram adicionados para precipitacdo. Essa técnica &, portanto, util
tanto para purificacdo quanto para dessalinizacdo do extrato enzimatico (DEBIQ-EEL-USP).

2. MATERIAS E METODOS

2.1. Fermentacao e extracdo da enzima

A cepa do micro-organismo utilizado é pertencente a cole¢do de bactérias do Laboratério de
Ecologia Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH) do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceard. O micro-organismo era mantido em meio ATGE (agar 15,0 g.L™,
triptona 5.0 g.L ™, glicose 5,0 g.L™ e extrato de levedura 2,5 g.L™, esterilizado por 15 min & 121 °C).

O meio fermentativo foi preparado com os componentes apresentados na Tabela 1. Apds a
mistura de todos 0s componentes em meio aquoso, o0 meio foi esterilizado a 110 °C por 10 min.

Tabela 1- Componentes do meio fermentativo para producdo de ALDC

Componente Concentracao (g. L™)
Fosfato Monosodio 1.00
Fosfato de Potassio Dibasico 1.00
Sulfato de Aménio 2.50
Cloreto de Sadio 0.25
Sulfato de Magnésio 0.20
Cloreto Férrico 0.04
Sulfato de Manganés 0.25
Glicose 10.0
Extrato de Levedura 3.00

O indculo foi preparado com o mesmo meio fermentativo. 3 algadas foram inseridas em meio e
depois incubados a 37 °C e 150 rpm, por 24 horas. Ap0s as 24 horas, o inoculo foi, entdo, inserido no
meio fermentativo em uma propor¢gdo de 10% em volume. A fermentagdo foi realizada em
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erlenmeyers de 250 mL de volume contendo 150 ml de meio fermentativo + 15 mL de in6culo (165
mL no total) e colocados em shakers a 37 °C e 150 rpm, durante 24 horas. Ap6s o tempo de
fermentacdo, o meio foi, entdo, centrifugado a 5000 rpm e 4 °C por 15 min para separar as celulas do
meio fermentativo.

Adicionou-se tampdo MES pH 6, 50mM, as células. A solucdo de células foi colocada em
banho de gelo e, entdo, submetida a ondas ultrassonicas para rompimento da parede celular e extragdo
da enzima intracelular. Uma nova centrifugacdo foi realizada, (6000 rpm e 4 °C, por 30 min) para
eliminar os requicios de células do extrato enzimatico.

2.2 Etapas de pré-purificacao

Precipitacdo de proteinas do extrato bruto com sulfato de aménio (0-90%): apds a extracéo
celular, adicionou-se sulfato de amonio (variando de 0-90%, com intervalos de 30%) lentamente a
solucdo enzimatica a uma temperatura de aproximadamente 4 °C, sob agitacdo constante e a solucdo
salinizada foi deixada na geladeira "overnight". Primeiramente o sal foi adicionado com uma faixa
percentual de 0-30%. O precipitado foi entdo separado para posterior didlise. Ao sobrenadante foi,
entdo, adicionado sulfato de amonio numa faixa percentual de 30-60%. O precipitado foi novamente
separado para dialise. Ao sobrenadante foi adicionado sal numa faixa percentual de 60-90%. O
precipitado foi novamente separado para posterior didlise, bem como o sobrenadante.

Diélise: aos 3 materiais precipitados obtidos (precipitado de 0-30%, precipitado de 30-60%,
precipitado de 60-90%) foi adicionado tampdo MES. As 3 solugdes de precipitados e a solucdo de
sobrenadante foram submetidas a dialise para eliminar o sulfato de amonio da solucéo enzimatica. Foi
feita dialise da solucdo desse extrato de ALDC parcialmente purificada, em membrana de poros de 12
— 16 KDa, semipermeéavel proprio para didlise, contra agua contida num béquer, por 24 horas, com
agitacao.

2.3 Medida de atividade enzimatica e quantificacio de proteina

A medida de atividade foi baseada no método de Stormer, 1975. O método baseia-se na
quantificacdo colorimétrica de produto formado pela catélise enzimatica, a acetoina, que reage com
uma solucdo de creatina e 1-naftol para formar uma solucdo de coloracdo rosada. A leitura foi feita
em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 522 nm. A atividade é dada em U/mL onde 1 U ¢é
a quantidade de enzima capaz de formar 1 pmol de acetoina por minuto a pH 6 e 30 °C.

A quantificagcdo de proteinas presentes no extrato foi realizada pelo método de Bradford e é
dada em mg proteina/ ml de solug&o.

A atividade especifica de cada extrato € dada pela equacao 1.

U Atividade enzimatica (i)
- fp _ mlL @
Atividade especifica| — | = =

my Concentracio de proteinas {m—fj
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A precipitacdo com sulfato de aménio foi feita a fim de se concentrar mais a solucdo do extrato
bruto, portanto diminuir a concentra¢do de outras proteinas em solugdo. Esse processo foi realizado
em varias concentracOes de sulfato de aménio (0-90%) e o de melhor resultado foi o de 60-90% em
sulfato de amonio (Figura 1). Pode-se notar que ao se usar o0 método de purificacdo enzimatica com
sulfato de amonio na concentracdo de 60-90%, o mesmo apresentou melhores resultados quando
comparado as demais precipitaces e ao sobrenadante final. Ainda com base na Figura 1, percebe-se
gue no sobrenadante ainda restou uma quantidade da enzima de interesse, embora a maior parte dela
tenha precipitado na fragdo 60-90%.

60 T T T T T T T

Atividade Enzimatica (U/mL)

0-30% 30-60% 60-90% Sobrenadante
Amostra

Figura 1 — Atividade enziméatica em U/mL das fraces de precipitacdo e sobrenadante final.

Na Figura 2, tem-se a atividade especifica obtida em cada fracdo de precipitacdo, bem como no
sobrenadante final, e pode-se perceber que, embora a fracdo 60-90% tenha uma elevada atividade
especifica, no sobrenadante final ainda ha uma concentracdo elevada da enzima em estudo, sendo
necessario que, apos a purificagdo com sulfato de amonio, seguido de dialise, seja feita alguma outra
etapa de purificagdo como, por exemplo, cromatografia, a fim de deixar o extrato com a menor
quantidade possivel de outras proteinas que ndo sdo de interesse. Thompson, et al. (1970) também
utilizaram o sulfato de aménio para purificar a ALDC proveniente de Aerobacter aerogenes e obteve
117.6 U/mg, utilizando 50% do sal, e essas diferencas na faixa de precipitacdo podem ser devido a
utilizacdo de micro-organismos diferentes.
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Figura 2 — Atividade especifica da enzima nas fracGes e sobrenadante final, em U/mg de
proteina.

O processo de precipitacdo de enzimas presentes em um extrato ocorre pela interagdo do sal
adicionado com essas proteinas e pela mudanca na solubilidade das mesmas no meio. A concentracao
necessaria para precipitacdo de uma determinada enzima depende de fatores como peso molecular e
grupos funcionais presentes na estrutura da enzima. Uma mesma enzima produzida por micro-
organismos distintos pode apresentar algumas diferencas em seus grupos funcionais e, assim, o
comportamento da solubilidade de cada uma delas, frente ao processo de precipitacdo com sulfato,
sera diferente. Assim, a precipitacdo utilizando uma certa porcentagem de sal pode ser eficiente para a
enzima proveniente de um determinado micro-organismo, mas ineficiente para a enzima proveniente
de outro, sendo necessario um aumento ou diminui¢cdo da concentracdo de sal durante o processo de
precipitacdo desta.

Os processos realizados neste trabalho constituem em etapas de pré-purificacdo. Para se obter
resultados que expressem melhor o comportamento da enzima frente a processos mais eficientes de
purificacdo, faz-se necessario a utilizacdo de outras técnicas mais avancadas, como as dos processos
cromatograficos.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que a pré-purificacdo com sulfato de amonio concentrou bastante a proteina de
interesse, na fracdo de 60-90%, com valor de atividade especifica de aproximadamente 250 U/mg,
porém faz-se necessario outro método de purificagdo posterior, uma vez que no sobrenadante final
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ainda ha elevada concentracdo da enzima em estudo, com atividade especifica de 215 U/mg de
proteina.
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